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Abstract 
Saccharification of sugarcane bagasse pretreated at the pilot‐scale with different 
processes (in combination with steam‐explosion) was evaluated. Maximum glucan 
conversion with Celluclast 1.5L (15–25 FPU/g glucan) was in the following order: 
glycerol/HCl > HCl > H2SO4 > NaOH, with the glycerol system achieving ~100% 
conversion. Surprisingly, the NaOH substrate achieved optimum saccharification with 
only 8 FPU/g glucan. Glucan conversions (3.6–6%) obtained with mixtures of endo‐1,4‐
β‐glucanase (EG) and β‐glucosidase (βG) for the NaOH substrate were 2–6 times that 
of acid substrates. However, glucan conversions (15–60%) obtained with mixtures of 
cellobiohydrolase (CBH I) and βG on acidified glycerol substrate were 10–30% higher 
than those obtained for NaOH and acid substrates. The susceptibility of the substrates 
to enzymatic saccharification was explained by their physical and chemical attributes. 
Acidified glycerol pretreatment offers the opportunity to simplify the complexity of 
enzyme mixtures required for saccharification of lignocellulosics. 
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1. Introduction 
The stability of, and interconnections between, the major components of plant cell 
walls makes pretreatment of lignocellulosic biomass essential for efficient and cost‐
effective saccharification of their carbohydrate component to fermentable sugars. The 
goals of all pretreatment technologies are to improve access of hydrolytic enzymes to 
cell wall polysaccharides, whilst minimising degradation of sugars and formation of 
fermentation inhibitors (Hendriks & Zeeman, 2009). Pretreatment technologies can be 
categorized as chemical, physical, or biological, or as a combination thereof. The 
commonly used pretreatment technologies are chemical‐based (mainly acid, alkaline 
and organosolv) with or without fibre‐explosion. Acid pretreatments typically 
hydrolyse hemicellulose chains resulting in hemicellulose depolymerisation and 
solubilisation, and improved hydrolytic enzyme accessibility to cellulose (Hendriks & 
Zeeman, 2009). Lignin condensation will also occur under acidic conditions, as well as 
the formation of phenolic inhibitors (Hendriks & Zeeman, 2009). Alkaline 
pretreatments, such as the use of sodium hydroxide (NaOH) processes, typically 
solubilise lignin and a portion of the hemicellulose, and break lignin‐carbohydrate 
bonds, resulting in a more open biomass structure (Fox et al., 1987). Solvent‐based 
pretreatments include organosolv processes using alcohols (e.g., methanol, ethanol, 
and glycerol) or organic acids (e.g., formic, maleic, and acetic). In such processes, lignin 
and/or hemicellulose are removed thereby increasing pore volumes and hydrolytic 
enzyme accessibility (Zhao et al., 2009). Recent research has demonstrated that 
acidified aqueous glycerol is a more efficient pretreatment system for sugarcane 
bagasse than dilute acid alone (Zhang et al., 2013).  
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  Cellulose in lignocellulosic biomass is hydrolysed by highly specific cellulase 
enzymes produced naturally by a wide range of bacteria and fungi (Sun & Cheng, 
2002). The enzymes required for efficient and complete degradation of cellulose to 
glucose are derived from three functional classes; (i) endoglucanases (endo‐1,4‐‐D‐
glucanases, EG) that attack regions of low crystallinity (i.e., amorphous regions), 
creating free chain ends; (ii) exoglucanases or cellobiohydrolases (exo‐1,4‐‐D‐
glucanases, CBH), that cleave cellobiose units from either the reducing (CBH I) or non‐
reducing (CBH II) free chain‐ends, and (iii) ‐glucosidases (βG) that hydrolyse cellobiose 
to glucose (Coughlan & Ljungdahl, 1988). CBHs appear to catalyse the majority of 
bond‐cleavages during hydrolysis of cellulose and are usually the major component of 
fungus‐derived commercial cellulase mixtures. Synergy between EGs and CBHs, and 
between CBHs, has long been reported (Wood & McCrae, 1979). A recent study has 
suggested that the apparent synergy between EGs and CBHs arises from the ability of 
EGs to prevent CBH stalling by degrading amorphous cellulose and accelerating CBH 
recruitment (Jalak et al., 2012). 
Although biomass obtained from different pretreatments may have different 
physical and chemical structural features and hence lead to different saccharification 
profiles, many of these saccharification studies focused on optimisation of cellulase 
mixtures on biomass pretreated using only one method. Only a few studies optimised 
and compared the performances of cellulase mixtures for hydrolysis of biomass 
obtained from several different pretreatment methods (Banerjee et al., 2010; Gao et 
al., 2011; Rosgaard et al., 2007). Studying the enzymatic hydrolysis of biomass 
obtained from different pretreatments is important because it provides additional 
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information about the architecture of the pretreated biomass and allows the 
effectiveness of different pretreatments to be compared. 
Sugar cane fibre (bagasse) is an attractive lignocellulosic feedstock in the 
tropics and sub‐tropics for the production of fermentable sugars because: (i) 
commercial sugar cane varieties generate high average annual dry biomass yields 
(Waclawovsky et al., 2010), (ii) sugar cane cultivation generates the highest annual 
tonnage of all commercial crops (FAOSTAT, 2012), and (iii) transport of biomass to a 
central facility for large‐scale processing is an existing part of all sugar cane factories. 
Further, there is clear economic benefit in integrating production of fermentable 
sugars from sugar cane bagasse into conventional sugar and ethanol production 
facilities (O’Hara, 2010). As such, this study investigated the effect of four 
pretreatment processes on the saccharification of bagasse by complex and simple 
cellulase mixtures. Pretreated bagasse was generated at pilot‐scale from dilute 
alkaline, dilute acid and acidified aqueous glycerol pretreatments, all of which were 
combined with steam‐explosion. The addition of steam‐explosion after acid or alkaline 
pretreatment of sugar cane bagasse enhances enzymatic hydrolysis of cellulose by 5‐
15% (Zhang, Z. Personal communication) due to further deconstruction of the biomass. 
The operating conditions used for each pretreatment process were different so as to 
enable evaluation of each process at >80% glucan enzymatic digestibility. Celluclast 
1.5L, a commercially‐available mixture of hydrolytic enzymes, was initially used at 
different dosages to evaluate saccharification of the pretreated bagasse before 
evaluation with CBH I and EG, and their mixtures. The aim was to assess whether lower 
enzyme dosages than the 20 FPU/g glucan of cellulases commonly used by researchers 
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in the field could be used to saccharify the pretreated fibre, and to examine whether 
the use of simple enzyme mixtures could provide further information on the structural 
features of deconstructed of lignocellulosic biomass that offer least resistance to 
enzymatic hydrolysis. 
2. Materials and Methods 
2.1 Materials 
Sugar cane bagasse was provided by Racecourse Sugar Mill (Mackay, Australia). 
Bagasse was used directly as received without any further processing (i.e., depithing, 
air drying, or fibre size reduction) in order to mimic industrial‐scale processing. The 
average bagasse length was 2 mm and the average bagasse diameter was 20 m. The 
moisture content of bagasse was ~ 50% (w/w). Celluclast 1.5L (Batch no. 041M1810V, 
38.2 mg protein/mL, 57.8 FPU/mL), a Novozymes product, was purchased through 
Sigma, Australia. Cellic CTec2 (Batch no. VCPI0003, 55.8 mg protein/mL, 92.0 FPU/mL), 
a Novozymes product, was obtained from Syngenta Biotechnology Inc (North Carolina, 
USA). Accellerase™ 1000 (Batch no. 1600877126, 21.6 mg protein/mL, 39.8 FPU/mL), a 
Danisco product (Genencor Division, Danisco Inc., USA) was purchased through 
Enzymes Solutions Pty. Ltd (Australia). Recombinant cellobiohydrolase I (CBH I) and 
endoglucanase (EG) were provided as freeze‐dried solids by Syngenta Biotechnology 
Inc following expression and purification from Aspergillus niger. A. niger β‐glucosidase 
solution (Lot no. 90701) was purchased from Megazyme, Ireland. The preparation of 
the commercial cellulase mixtures and recombinant proteins for enzymatic hydrolysis 
experiments are described in Section 2.4. 
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2.2 Pretreatment of sugar cane bagasse 
Sugar cane bagasse was pretreated by dilute H2SO4 steam‐explosion, NaOH steam‐
explosion, glycerol/HCl steam‐explosion, and HCl steam‐explosion at the pilot‐scale in 
the Mackay Renewable Biocommodities Pilot Plant, Mackay, Queensland, Australia 
using a two‐stage pretreatment reactor designed and constructed by Andrtiz Inc (Glen 
Falls, NY, USA). The pretreatment reactor consisted of a first‐stage, horizontal 
hydrolysis reactor (150 L) and a second‐stage, vertical reactor (69 L) capable of steam 
explosion. Sugar cane bagasse (20 kg) was used for each pretreatment experiment. All 
pretreatments were conducted under operating conditions, determined from a 
previous study (Zhang et al., 2013), which ensured high glucan enzymatic digestibility 
(> 80%) at the commonly used cellulase dosage of 20 FPU/g glucan. H2SO4 steam‐
explosion was achieved with 3% (w/dry fibre weight) H2SO4 at 170 °C for 15 min, 
followed by steam impregnation at 185 °C for 5 min and steam‐explosion (explosion 
pressure = 2 MPa). Sodium hydroxide steam‐explosion was achieved with 15.5% 
(w/dry fibre weight) NaOH at 170 °C for 30 min, followed by steam impregnation at 
150 °C for 5 min and steam‐explosion (explosion pressure = 2 MPa). Loading and 
operation of the pretreatment system were as described previously for pretreatments 
with acidified glycerol and dilute HCl (Zhang et al., 2013). Glycerol/HCl steam‐explosion 
was achieved by mixing sugarcane bagasse with ~49 kg of glycerol containing 0.646 L 
of 32% (w/w) HCl (equivalent to 0.24 kg of pure HCl). Therefore, the initial water 
content was 18% (w/w liquid) and the initial HCl concentration was 2.4% (w/dry fibre 
weight). Glycerol/HCl pretreatment was allowed to proceed for 60 min at 110 °C, 
followed by steam impregnation at 170 °C for 5 min, and steam‐explosion (explosion 
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pressure = 2 MPa). For pretreatment with HCl steam‐explosion, the procedure was 
same as that for glycerol/HCl steam‐explosion except that glycerol was replaced with 
water. Hydrolysate was separated from fibre using the inbuilt press prior to steam‐
explosion during each pretreatment. Further, pressed fibre was washed with 10 L of 
water and re‐pressed during NaOH and glycerol/HCl pretreatment. 
Pretreated bagasse samples were washed extensively with deionised water and 
freeze‐dried. The aggregated fibre particles were separated in a mortar and pestle to 
detach large (>0.5 mm) particles and sieved, and particles ≤0.25 mm (Mesh #60) were 
collected for further analysis. Untreated bagasse was ground and sieved using the 
same procedure. Compositional analyses of sieved bagasse and sieved pretreated 
bagasse were conducted using a standard procedure developed by the National 
Renewable Energy Laboratory (Sluiter et al., 2008). 
2.3 Characterisation of untreated and pretreated sugar cane bagasse 
Untreated bagasse and pretreated bagasse samples were characterised by X‐ray 
powder diffraction (XRD), scanning electron microscopy (SEM), and Fourier transform 
infrared (FTIR) spectroscopy. The X‐ray diffractometer (PANalytical, Netherlands) with 
Cu Kα radiation (λ = 1.5418 nm) was operated at a voltage of 40 kV and a current of 40 
mA. The 2 range was from 4° to 40° in steps of 0.033° at a rate of 2.6°/min. 
Crystallinity index (CrI) was calculated by:  
(1) CrI = I002 – Iam 
I002  
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where I002 at 2 = 21.5–23.0° is the total intensity of crystalline and amorphous 
components, Iam at 2 = 17–19° is the “valley” intensity of amorphous cellulose, 
hemicellulose and lignin considering the shift of these peaks after pretreatment (Segel 
et al., 1962). SEM samples were coated with gold using a Leica EMS CD 005 system 
prior to analysis by FEI scanning electron microscope (Quanta 200 3D, USA). FTIR 
spectra of the samples were recorded between 4000 cm‐1 and 500 cm‐1 using a Thermo 
Nicolet Nexus 870 system (Thermo Nicolet, USA) with Omnic 7.3 processing software. 
The spectra were zeroed at 4000 cm‐1 and difference spectra were generated by 
subtracting the absorbance obtained for pretreated bagasse from the spectra obtained 
for untreated bagasse. Therefore, a positive difference represented the loss of a 
spectral feature and a negative difference represented the gain of a spectral feature. 
2.4 Preparation of commercial cellulase mixtures and recombinant cellulases 
Glucose concentrations in the commercial cellulase mixtures were determined 
spectrophotometrically using glucose oxidase/peroxidise (D‐glucose (GOPOD) assay, 
Megazymes, Ireland). This was because the presence of glucose in these cellulase 
mixtures would compromise the microplate enzymatic hydrolysis method described in 
Section 2.5. The results showed that Cellic CTec2 contained 0.4 M glucose, Celluclast 
1.5L contained trace amounts of glucose, while Accellerase™ 1000 contained no 
detectable glucose. In order to ensure that the microplate method could be used to 
assess the glucan digestibility of pretreated biomass, the ability of a Sephadex G‐25 gel 
filtration column (2.5 cm x 27 cm, GE Healthcare, USA) equilibrated in 50 mM sodium 
acetate pH 5.0, 20% (w/v) sorbitol and 5% (w/v) NaCl to separate proteins > 5 kDa and 
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glucose, was tested using Accellerase™ 1000. Glucose (0.4 M) was added to 
Accellerase™ 1000 and the mixture passed through the gel filtration system. Protein 
concentration and cellulase activity were measured before and after gel filtration (in 
fractions) using the Bradford assay (Bio‐Rad Protein Assay, Bio‐Rad, USA) and filter 
paper activity assay (Ghose, 1987), respectively. No glucose was detected in the 
treated Accellerase™ 1000. The result indicated that ~90% of cellulase activity was 
recovered from Accellerase™ 1000. Therefore, this method was applied to Cellic CTec2 
and Celluclast 1.5L, and the desalted cellulase mixtures were analysed for filter paper 
activity, soluble protein content, EG, CBH I, and xylanase activity. CBH I and EG enzyme 
activities were measured using 4‐methylumbelliferyl‐‐D‐lactopyranoside (Sigma, 
Australia) and carboxymethylcellulose (Megazymes, Ireland), respectively, as 
substrates (Harrison et al., 2011). Xylanase activity was measured by monitoring the 
ability of desalted cellulase mixtures to release xylose from wheat arabinoxylan 
(Megazymes, Ireland) at 40 °C and pH 6.0, relative to a xylose standard curve. The 
amount of xylose released after 2 h was measured using the Biuret reaction on an 
AD200C microplate reader (Beckman Coulter). Xylanase activity was reported as mol 
xylose min‐1 mg‐1 protein. The results of these analyses are presented in Table 1.  
  Solutions of recombinant CBH I and EG in 50 mM sodium acetate pH 5.0 were 
prepared and desalted by gel filtration using the method described above. Soluble 
protein concentrations were measured after gel filtration using the Bradford assay 
(Bio‐Rad Protein Assay, Bio‐Rad, USA). The enzyme activity in solutions of recombinant 
CBH I and EG were measured using 4‐methylumbelliferyl‐‐D‐lactopyranoside (Sigma, 
Australia) and carboxymethylcellulose (Megazymes, Ireland), respectively, as 
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substrates (Harrison et al., 2011). The properties of the resulting cellulase solutions are 
presented in Table 1. 
2.5 Enzymatic hydrolysis 
Solid residues from pretreated bagasse samples were suspended in buffer (50 mM 
sodium acetate pH 5.0, 0.02% (w/v) sodium azide) at an equivalent cellulose 
concentration of 1.3% (w/v) and were stirred at 50 rpm at 4 °C overnight. Enzymatic 
hydrolyses of the residues were undertaken in 0.2 mL PCR tubes (Daintree Scientific, 
Australia). Wide‐bore tips were used to transfer aliquots (100 µL) into the reaction 
tubes. Stock bagasse suspensions were stirred continuously to maximize homogeneity. 
Stock enzyme solutions containing known concentrations of Celluclast 1.5L, Cellic 
CTec2, or recombinant cellulases were prepared in buffer. Stock A. niger β‐glucosidase 
solution was prepared to give a concentration of 50 g/g cellulose in the final reaction 
to prevent cellobiose product inhibition. Mastermix solutions (2x) were prepared by 
mixing the required amounts of stock enzyme solutions, ‐glucosidase stock, and 
buffer. Hydrolysis reactions were initiated by the addition of 100 L of 2x mastermix 
solutions to each tube containing residue (equivalent cellulose of 0.65% (w/v)). Three 
reaction tubes per experimental condition were snap‐frozen in liquid nitrogen and 
stored at ‐80 °C to provide information about the initial glucose concentration (T0), 
while the remaining reaction tubes were incubated at 50 °C with mixing by inversion 
(Shake’n’Stack Hybridisation Oven, Hybaid). At the required times, reaction tubes were 
removed, snap‐frozen in liquid nitrogen and stored at ‐80 °C. Reaction tubes were then 
thawed on ice and clarified by centrifugation at 4,600 x g and 4 °C for 10 min (Allegra 
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X015R, Beckman Coulter, USA). Glucose concentration in the supernatant was 
determined using the microplate GOPOD assay as described in Section 2.4. The glucan 
conversion percentage was determined using the maximum theoretical glucose 
release of 40.1 mM. Recombinant CBH I and EG loadings were relative to the 
corresponding enzyme activities present in Cellic CTec2 at a dosage of 2 FPU/g glucan. 
Thus different masses of recombinant proteins were loaded into the enzymatic 
hydrolysis reactions. The optimum range of CBH I/EG ratios was defined as the range 
of ratios that were statistically indistinguishable from the ratio that gave maximum 
glucan conversion. Statistical significance was determined using the Student’s T‐Test 
and P values of less than 0.05 were considered significant. 
3. Results and discussion 
3.1 Biomass composition 
The chemical composition of untreated sugar cane bagasse and those of samples 
subjected to pilot‐scale pretreatments are presented in Table 2. Percentages of glucan, 
xylan, lignin, and ash were based on dry weight. The glucan fraction increased in all 
pretreated samples. Only trace amounts (<0.05%) of xylan were detected in acid 
pretreated samples as a consequence of acid hydrolysis, while a larger proportion 
remained after NaOH treatment. As expected, the lignin content increased in all acid 
pretreatments but was significantly reduced as a result of alkaline pretreatment. The 
high ash content is due to endogenous inorganics in bagasse as well as dust, soil and 
other debris accumulated in the sugar cane from which the bagasse was derived, and 
from storage of bagasse in the open.  
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3.2 Characterisation of biomass by SEM, FTIR and XRD analyses 
SEM was used to examine the structural features of pretreated and untreated 
bagasse and determine the extent of deconstruction. It is worth noting that all the 
bagasse samples were sieved and particle sizes of ≤ 250 μm were used to meet the 
requirement for microplate enzymatic hydrolysis. Despite this, there were significant 
differences in morphological features among the samples (Supplementary Fig. 1a–1d). 
The untreated bagasse sample contained bundles of fibres (Supplementary Fig. 1a). 
Sodium hydroxide pretreatment generated a large portion of defibrillated long fibres 
(with a length of > 200 μm and a diameter range of 10–30 μm) as well as short fibres 
(20–80 μm) (Supplementary Fig. 1c). Cracks were also observed on the long fibres, 
possibly as a consequence of steam explosion (Supplementary Fig. 1f). Both HCl‐ and 
H2SO4‐steam explosion pretreatments produced uneven surface topography, though 
with similar physical appearance (Supplementary Fig. 1c and 1e). However, 
glycerol/HCl treatment produced fluffy and defibrillated particles (with a diameter 
range of 15–30 μm) (Supplementary Fig. 1b). 
  FTIR was used to study chemical differences in the pretreated bagasse to 
complement bulk chemical analysis (Supplementary Fig. 2). A number of characteristic 
bands were used to monitor the chemical changes that occurred in lignin and 
carbohydrates. These differences are clearly illustrated in the difference spectra shown 
in Supplementary Fig. 3. The intensities of lignin‐associated peaks at 1728 cm‐1 (related 
to the uronic acid ester bonds formed between the carboxylic acid group in 
hemicellulose and the phenolic hydroxyl group in lignin, and/or between the carboxylic 
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acid group from lignin hydroxycinnamic acid and the hydroxyl group from 
arabinofuranose unit (Carpita & Gibeaut, 1993)), 1603 cm‐1 (assigned to aromatic 
skeletal vibrations in lignin (Liu et al., 2009)), 1512 cm‐1 (assigned to aromatic skeleton 
vibrations in lignin (Liu et al., 2009)), 1464 cm‐1 (possibly associated with C‐H 
deformations in lignin), 1416 cm‐1 (possibly associated with nonesterified uronic acid 
or phenolic rings (Alonso‐Simon et al., 2011)), 1244 cm‐1 (assigned to β‐ether bonds in 
lignin and between lignin and carbohydrates (Liu et al., 2009)), and 835 cm‐1 (possibly 
belonging to a C‐H out of plane vibration in lignin) all diminished in the FTIR spectrum 
of bagasse sample pretreated by NaOH (Supplementary Fig. 3b), consistent with lignin 
removal (Table 2). For the samples obtained by acid pretreatments (Supplementary 
Fig. 3a, c, and d), except for decreases in peak intensities at 1728 cm‐1, 1633 cm‐1 
(possible associated with nonesterified uronic acid or phenolic rings (Alonso‐Simon et 
al., 2011)), 1244 cm‐1, and 835 cm‐1, all the other lignin‐related peak intensities were 
still as prominent as in untreated bagasse. 
The region of FTIR spectrum from 1200–1000 cm‐1 represents C‐O stretch and 
deformation in cellulose, lignin, and residual hemicellulose. The increase in band 
intensity at 1176 cm‐1 for NaOH steam‐exploded bagasse may be related to the 
increase in glucan content. The band intensity at 1138 cm‐1, which arises from 
crystalline cellulose (Li et al., 2010), increased more in all the acid steam‐exploded‐
pretreated bagasse samples compared to the NaOH steam‐exploded bagasse sample, 
indicated higher percentages of microcrystalline cellulose were present in acid‐
pretreated bagasse samples. The peak at 1040 cm‐1 is associated with the C‐O stretch 
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in cellulose and hemicellulose (Wilson et al., 2000) and was reduced in all pretreated 
bagasse samples (Supplementary Fig. 3). 
The peak at 964 cm‐1 has been associated with the presence of arabinose 
(Alonso‐Simon et al., 2011), a component of hemicellulose. The peak at 895 cm‐1 has 
been associated with the presence of amorphous cellulose, β‐glycosidic linkages, and 
C1 group vibration (Carpita & Gibeaut, 1993). Both peaks increased in intensity with 
the spectrum obtained from NaOH treated bagasse (Supplementary Fig. 3b) but 
decreased in the spectra obtained from bagasse prepared with acid (Supplementary 
Fig. 3a, c, and d). This was consistent with the loss of xylan (Table 2) and hydrolysis of 
amorphous cellulose that is typically observed during acid pretreatments (Li et al., 
2010).  
  Five peaks in the XRD spectrum of cellulose (at 2θ = ~15°, 16°, 21°, 22.5°, and 
34.5°) have been assigned to the crystalline form (Park et al., 2010). All pretreatments 
enhanced the resolution of the peaks at 2θ = 21°, 22.5°, and 34.5° (Supplementary Fig. 
4), suggesting a significant proportion of the cellulose remaining after pretreatment 
was crystalline. The peaks observed in the XRD spectra of untreated and pretreated 
sugar cane bagasse between 2θ = 26° and 29° most likely arose from the presence of 
quartz and kaolinite, respectively, from soil contamination (Alavez‐Ramirez et al., 
2012). The untreated bagasse was obtained directly from a sugar mill and soil typically 
accounts for 1% of the wet mass of sugarcane delivered to the mill. The CrI was 
estimated using the peak height method (Segel et al., 1962) and increased from 0.74 
for untreated bagasse to between 0.82 and 0.85 for pretreated bagasse (Table 2). The 
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slight increase of CrI after pretreatment can be attributed to the removal of 
amorphous components such as amorphous cellulose, hemicellulose, and lignin. The 
results obtained by XRD seem to contradict those obtained by FTIR as there was no 
significant difference in the CrI between acid and alkali treatments. The reason for this 
is not known.  
3.3 Enzymatic hydrolysis of pretreated sugarcane bagasse by Celluclast 1.5L 
The capacity of a commercial cellulase mixture to hydrolyse glucan in pretreated sugar 
cane bagasse was evaluated by measuring glucose released after 6, 12, 24, 48, and 72 
h (Fig. 1). Only the glucan component in glycerol/HCl steam‐exploded bagasse was 
completely (~100%) converted to glucose after 72 h by Celluclast 1.5L (Fig. 1c). The 
maximum glucan conversions for H2SO4 steam‐exploded, NaOH steam‐exploded and 
HCl steam‐exploded bagasse were 87%, 86%, and 92%, after 72 h, respectively (Fig. 1a, 
b, and d). It should be expected that, in addition, some proportion of xylose would also 
be released from the solid residue obtained with NaOH, as the cellulase mixture has 
hemicellulase activity. 
The Celluclast 1.5L dose‐response at 6 h was generally a good indicator of the 
dose‐response at 72 h for each pretreated bagasse, with the exception of bagasse 
pretreated with NaOH steam‐explosion (Fig. 1b). Celluclast 1.5L at a dosage of 15 
FPU/g glucan hydrolysed the highest proportion of glucan (53%) across the range of 
dosages tested at 6 h; the same dosage was sub‐optimal at 72 h. Pretreatment of 
bagasse by glycerol/HCl steam‐explosion (Fig. 1c), rather than HCl alone (Fig. 1d), 
improved maximum glucan conversion by ~10% after 6 h, but by 20% after 72 h. 
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Summaries of the Celluclast 1.5L dose‐responses at 6 h and 72 h, respectively, 
are presented in Fig. 2a and b, providing an overview of enzymatic hydrolysis of glucan 
during the initial, rapid phase of the hydrolysis reaction and at or near completion. The 
results show that the initial ability of Celluclast 1.5L to hydrolyse glucan in glycerol/HCl 
steam‐exploded and NaOH steam‐exploded bagasse was similar up to a dosage of 15 
FPU/g glucan. Cellulase loadings were chosen on the basis of preliminary experiments 
that established the dosage required for optimal glucan conversion for each 
pretreatment after 72h. As a result, a dosage of Celluclast 1.5L above 15 FPU/g glucan 
on NaOH steam‐exploded bagasse was not assessed. Up to and including a Celluclast 
1.5L dosage of 4 FPU/g glucan, the initial rate of hydrolysis of HCl steam‐exploded 
bagasse was very similar to that of both glycerol/HCl steam‐exploded and NaOH 
steam‐exploded bagasse (Fig. 2a). However, above that dosage of Celluclast 1.5L, there 
was a relative decline in the initial rate of glucan conversion for HCl steam‐exploded 
bagasse. The initial rate of glucan hydrolysis in H2SO4 steam‐exploded bagasse was 
significantly lower than that measured for any of the other pretreated bagasse 
samples (Fig. 2a). It is likely that these responses are related to the extent of 
defibrillation, as SEM revealed that the fibres obtained from both glycerol/HCl and 
NaOH pretreatments were defibrillated. 
  In contrast to what was observed during the initial stage of hydrolysis, glucan 
conversion at 72 h in NaOH steam‐exploded bagasse was significantly greater than that 
of glycerol/HCl steam‐exploded bagasse up to a dosage of 8 FPU/g glucan (Fig. 2b). 
Above that dosage, the glucan conversion of NaOH steam‐exploded bagasse declined 
and at 15 FPU/g glucan was lower than that measured at 8 and 10 FPU/g glucan, while 
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glucan conversion in glycerol/HCl steam‐exploded bagasse continued to increase (Fig. 
2b). The gross morphologies of the residues generated by NaOH and glycerol/HCl 
pretreatments of bagasse were significantly different (Supplementary Fig 1). The fibres 
in glycerol/HCl treated bagasse were smaller in size and fluffy in appearance, an 
indication of exposure of the cellulose micro‐fibrils and greater amenability to 
enzymatic attack. 
At Celluclast 1.5L dosages of less than 15 FPU/g glucan, higher glucan 
conversion was observed for HCl steam‐exploded bagasse than H2SO4 steam‐exploded 
bagasse. However, above that cellulase loading glucan conversion was similar for these 
two substrates (Fig. 2b). The differences in glucan conversion at sub‐optimal cellulase 
loadings likely result from the reduced lignin content in HCl steam‐exploded bagasse 
relative to that of H2SO4 steam‐exploded bagasse and slight differences in CrI (Table 2). 
What is revealing in this study is the reduced dosage of Celluclast 1.5L required for 
optimum glucan conversion of bagasse pretreated using NaOH‐steam explosion. Most 
studies on the saccharification of pretreated biomass typically use 20 FPU/g glucan of 
cellulases mixtures as the standard dosage. Working at this dosage of cellulase mixture 
for this substrate clearly implies over dosage. Implicit from the result is the realisation 
of the role lignin plays in enzymatic hydrolysis. It is, as is well known, of benefit to 
reduce the lignin content of a lignocellulosic material prior to enzymatic hydrolysis. 
3.4 Enzymatic hydrolysis of pretreated sugarcane bagasse by simple mixtures of 
recombinant cellulases  
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Celluclast 1.5L is a benchmark cellulase mixture that has been available for at least 30 
years. Cellic CTec2 is a commercial cellulase mixture that was released in 2010 and was 
used in subsequent experiments in the present study to enhance the commercial‐
relevance of the results. Celluclast 1.5L and Cellic CTec2 are complex mixtures of 
enzymes that degrade not only glucan but also hemicellulose. A minimum of three 
enzyme activities (EG, CBH, and G) are required for complete hydrolysis of glucan to 
glucose. Having observed differences between the susceptibility of the different 
pretreated bagasse samples to commercial cellulase mixtures (Section 3.3), the ability 
of both individual cellulases and minimal mixtures of EG, CBH, and βG to hydrolyse 
glucan in pretreated bagasse were tested (Fig. 3 and 4). The EG activities in commercial 
cellulase mixtures were measured (Table 1) and recombinant EG loadings that 
corresponded to the addition of 2–20 fold the EG activity present in Cellic CTec2 at a 
dosage of 2 FPU/g glucan were selected. Recombinant CBH I loadings were determined 
using the same method, which accounted for the differences in protein loadings for 
the two recombinant proteins. The addition of ~5 mg EG and ~20 mg of CBH I/g glucan 
correspond to the addition of equivalent CBH I and EG enzyme activity to that present 
in Cellic CTec2 at a dosage of 20 FPU/g glucan. This ~4/1 mass ratio of CBH and EG was 
consistent with that observed in native T. reesei cellulase mixtures and optimised 
mixtures of cellulases (Banerjee et al., 2010; Billard et al., 2012).  
Maximum glucan conversion by mixtures of EG and βG increased from 3.6% to 
6% with NaOH steam‐exploded bagasse as the substrate with increasing EG loading 
from 1–10 mg/g glucan, which was 2– 6 times of that for both glycerol/HCl steam‐
exploded and H2SO4 steam‐exploded bagasse (Fig. 3a). The ability of mixtures of EG 
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and βG to hydrolyse pretreated bagasse was consistent with previous studies, which 
also reported low glucan conversion with pretreated corn stover (Gao et al., 2010; 
Rosgaard et al., 2007; Szijarto et al., 2011) . The superior performance of EG on NaOH 
pretreated bagasse than on the acid pretreated bagasse samples may indicate that EG 
is more sensitive to lignin content and that more significant non‐productive binding of 
EG is likely in substrates with high lignin content (Palonen et al., 2004).  
The maximum glucan conversion by mixtures of CBH I and βG in all the CBH 
loading range were much higher than that by mixtures of EG and βG (Fig 3b). 
Interestingly, higher glucan conversion was achieved with glycerol/HCl steam‐exploded 
bagasse and the maximum glucan conversion of 15–60% in the CBH I loading range of 
4–40 mg/g glucan was 10–30% higher than the maximum glucan conversion for NaOH 
steam‐exploded and H2SO4 steam‐exploded bagasse samples at the corresponding CBH 
I loadings (Fig. 3b). The maximum glucan conversion for glycerol/HCl steam‐exploded 
bagasse by mixtures of CBH I and βG was also significantly higher than those reported 
previously (Gao et al., 2010; Rosgaard et al., 2007). For example, purified T. reesei CBH 
I hydrolysed a maximum of 9% of the carbohydrates in hydrothermally pretreated 
wheat straw after 48 h (Szijarto et al., 2011). Further, CBH I purified from a 
commercially available enzyme preparation was able to hydrolyse 12% of the glucan 
present in hot water pretreated corn stover to cellobiose after 24 h at a dosage of 40 
mg/g glucan (Selig et al., 2008). Given the lignin contents in glycerol/HCl (25.7%), 
NaOH (6.8%), and H2SO4 (36.1%) steam‐exploded bagasse, the superior glucan 
conversion by mixtures of CBH I and βG on glycerol/HCl steam‐exploded bagasse 
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indicates that CBH I is more sensitive to cellulose accessibility than lignin content (Liu 
et al., 2010; Rollin et al., 2011). 
In the present study, there was no strong correlation between the ability of 
recombinant cellulase to hydrolyse the pretreated sugar cane bagasse and either (i) 
lignin content, (ii) hemicellulose content, or (iii) cellulose crystallinity. A significantly 
greater percentage of glucan conversion by mixtures of CBH I and βG for all the 
pretreated bagasse samples than an equal mass of EG was consistent with 
observations made using pretreated willow (Karlsson et al., 1999) and wheat straw 
(Szijarto et al., 2011) as substrates. However, superior hydrolysis of glucan by EG 
relative to CBH I has been observed for pretreated barley straw (Rosgaard et al., 2007), 
corn stover (Gao et al., 2010), poplar and switchgrass (Barr et al., 2012). It is likely that 
reduced cellulose crystallinity played a significant role in the results described for 
poplar and switchgrass (Barr et al., 2012). 
  Having examined the ability of individual cellulases to hydrolyse pretreated 
sugarcane bagasse, the ability of mixtures of EG, CBH I, and βG to hydrolyse the same 
substrates was investigated (Fig. 4). The recombinant cellulase loadings (1.1 and 5.5 
mg cellulase per gram glucan) were equal to the amount of protein present in Cellic 
CTec2 at dosages of 2 and 10 FPU/g glucan, respectively. Despite the complexity of the 
protein mixture in the commercial product, equivalent glucan conversion in H2SO4 
steam‐exploded bagasse was observed for Cellic CTec2 and the EG/CBH I/βG mixture 
at both of the total protein dosages selected (Fig. 4), although the overall glucan 
conversion was low. In contrast, the EG/CBH I/βG mixture performed relatively poorly 
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on NaOH steam‐exploded bagasse, with a maximum glucan conversion equivalent to 
only 15% that obtained using Cellic CTec2. Interestingly, the EG/CBH I/βG mixture 
performed well on glycerol/HCl steam exploded bagasse, with a maximum glucan 
conversion equivalent to 59% that obtained using Cellic CTec2 and a maximal glucan 
conversion of 44% after 24 h (Fig. 4b). Susceptibility to CBH I alone (Fig. 3b) appeared 
to be a good predictor of susceptibility to EG/CBH I/βG mixtures (Fig. 4). It may be 
surmised that with optimisation and the use of accessory enzymes (Billard et al., 2012; 
Gao et al., 2011; Rosgaard et al., 2007), glucan conversion of glycerol/HCl treated 
bagasse can be achieved with simple enzyme mixtures to values similar to 
commercially available complex enzyme mixtures. 
  The optimum EG/CBH ratio is strongly influenced by the pretreatment method 
used to generate the cellulosic substrate (Banerjee et al., 2010). The optimum CBH 
I/EG ratio at both cellulase dosages was between 100/0 and 70/30 for H2SO4 steam‐
exploded bagasse, with the highest glucan conversion being measured for CBH I alone 
(Fig. 4). In contrast, for both NaOH steam‐exploded and glycerol/HCl steam‐exploded 
bagasse the highest glucan conversion was obtained with mixtures of CBH I and EG 
(Fig. 4). The optimum CBH I/EG ratio at 1.1 mg cellulase/g glucan for hydrolysis of 
NaOH steam‐exploded bagasse was between 80/20 and 50/50 (Fig. 4a), while at the 
higher dosage the optimum CBH I/EG ratio was between 80/20 and 70/30 (Fig. 4b). 
The optimum CBH I/EG ratio at 1.1 mg cellulase per gram glucan for hydrolysis of 
glycerol/HCl steam‐exploded bagasse was between 80/20 and 70/30 (Fig. 4a), while at 
the higher dosage, the optimum CBH I/EG ratio was 70/30 (Fig. 4b). However, it should 
be noted that mixtures with CBH I/EG ratios of between 90/10 and 40/60 were at least 
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90% efficient relative to the optimum mixture for glycerol/HCl steam‐exploded 
bagasse at the higher cellulase dosage (Fig. 4b). 
  Degree of synergy (DS) is defined as the ratio between the glucan conversion 
catalysed by the mixture of enzyme activities and the sum of the glucan conversion 
catalysed by their individual components. There was no evidence of CBH/EG synergy 
on H2SO4 steam‐exploded bagasse because maximum glucan conversion was catalysed 
by CBH I alone (Fig. 4), as EG may have been adsorbed onto lignin. For NaOH steam‐
exploded bagasse, DS varied between 1.5 and 2, and there was no obvious dose‐
dependence on DS (Fig. 5b). In contrast, the DS for glycerol/HCl steam‐exploded 
bagasse varied widely (between 1.3 and 4), and there was no obvious dose‐
dependence on DS (Fig. 5c). Maximal synergy is expected at an extreme CBH/EG ratio 
and highest levels of synergy between CBH I and EG on glycerol/HCl steam‐exploded 
bagasse were observed as CBH I became limiting (Fig. 5c). Interestingly, maximal 
synergy for NaOH steam‐exploded bagasse was observed at roughly equal protein 
masses (Fig. 5b). It is possible, however, that at greater than 90% CBH I or less than 
10% CBH I by mass, increased DS would be observed. While increased synergism 
between CBH I and EG II from T. reesei with increased crystallinity has been observed 
(Hoshino et al., 1997), this trend was not observed in the present study (Table 2). 
4. Conclusions 
Saccharification of sugar cane bagasse pretreated by acid and alkali processes was 
assessed using commercial, complex enzyme mixtures and simple enzyme mixtures at 
different dosages. Glycerol pretreatment resulted in maximal conversion of glucan to 
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glucose by Celluclast 1.5L. However, substrate obtained with NaOH required only as 
little as 8 FPU Celluclast 1.5L/g glucan to achieve optimum conversion of ~ 86%. 
Glycerol/HCl steam‐explosion generated a residue that was readily saccharified by a 
minimal enzyme mixture consisting of EG, CBH I, and G. This pretreatment may 
enable drastic simplification of commercial cellulases mixtures and has potential to 
reduce the cost of enzymes required for saccharification of lignocellulosics. 
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Figure Captions 
Fig. 1. Celluclast 1.5L dose response on pretreated bagasse at 0.65% (w/v) cellulose. (a) 
H2SO4 steam‐explosion. (b) NaOH steam‐explosion. (c) Glycerol/HCl steam‐explosion. 
(d) HCl steam‐explosion. Three samples were analysed per time point and error bars 
indicate standard deviation. There was no significant conversion of cellulose to glucose 
in the absence of cellulase. 
Fig. 2. Celluclast 1.5L dose responses on pretreated bagasse at 0.65% (w/v) cellulose. 
(a) Celluclast 1.5L at 6 h. (b) Celluclast 1.5L at 72 h. Three samples were analysed per 
time point and error bars indicate standard deviation. There was no significant 
conversion of cellulose to glucose in the absence of cellulase. 
Fig. 3. Hydrolysis of pretreated bagasse by microbially‐expressed cellulase. (a) EG. (b) 
CBH I. βG (50 g/g glucan) was added to each reaction. Samples were analysed in 
triplicate and error bars represent standard deviation.  
Fig. 4. Hydrolysis of pretreated bagasse by mixtures of microbially‐expressed CBH I and 
EG. (a) Recombinant protein dosage equivalent to 2 FPU Cellic CTec2/g glucan. (b) 
Recombinant protein dosage equivalent to 10 FPU Cellic CTec2/g glucan. βG (50 g/g 
glucan) was added to each reaction. Samples were analysed in triplicate and error bars 
represent standard deviation. 
Fig. 5. Endoglucanase/exoglucanase synergy during hydrolysis of pretreated sugarcane 
bagasse. (a) H2SO4 steam‐exploded bagasse. (b) NaOH steam‐exploded bagasse. (c) 
Glycerol/HCl steam‐exploded bagasse. 
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Tables and Figures 
Table 1  
Characteristics of cellulase mixtures and cellulase solutions. 
Protein solution 
Cellulase 
activity 
(FPU mL‐1) 
Protein 
(mg mL‐1)
CBH I activity 
(mol 4Mu min‐
1 mg‐1 protein) 
EG activity 
(mol glucose min‐
1 mg‐1 protein) 
Xylanase activity 
(mol xylose min‐
1 mg‐1 protein)
Celluclast 1.5L  6.47  5.30 ± 0.91 2.63 ± 0.02  26.76 ± 0.13  2.10 ± 0.26
Cellic CTec2  7.08  4.29 ± 0.41 1.86 ± 0.07  34.81 ± 2.10  10.32 ± 0.43
CBH I  ND1  1.67 ± 0.05 2.81 ± 0.09  ND  ND
EG  ND  1.47 ± 0.15 ND  113.17 ± 0.45  ND
1ND, not determined 
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Table 2 
Biomass composition of sugarcane bagasse pretreated at the pilot‐scale 
Biomass  %Glucan %Lignin %Xylan  %Ash CrI 
Untreated  33.2 24.0 21.3  12.6 0.74 
H2SO4 steam‐explosion  55.1 36.1 0.0  8.6 0.83 
NaOH steam‐explosion  68.7 6.8 21.1  3.0 0.85 
Glycerol/HCl steam‐explosion  57.0 25.7 0.0  12.9 0.82 
HCl steam‐explosion  49.3 29.8 0.0  14.8 0.79 
 
 
 
 
 
